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(57) Abstract 



The present invention relates to a method for de- 
termining the enamioselectivity of kinetic racemate resolu- 
tions and of asymmetrical reactions of prochiral compounds 
carrying enantiotopic groups. According to the inventive 
method, isotopic substrates are used in such a way that an 
isotope-specific detection system, e.g. an ESI mass spec- 
trometer, can determine the quantity of the reaction products. 
The method can be combined to an automated sampling and 
can thus be used for high throughput screening. The enan- 
tioselective material conversions relevant in the process can 
be induced by chiral homogeneous or heterogeneous cata* 
lysts, biocatalysts or stoichiometric quantities of optically 
active agents. 



(57) 



Die voriiegende Erfindung beerifft ein Verfahren zur 
Bestimmung der Enantioselektivitdt von kinetischen Race- 
matspaltungen und von asymmetrisch verlaufenden Reaktio- 
nen prochiraler Verbindungen, die enantiotope Gruppen tra- 
gen, in dem isotopenmarkierte Substrate verwendet werden, 
so dass mit einem tsotopenspezifischen Detektionssystem, 
z3. einem ESI-Massenspektrometer, die Reaktionspro- 
dukte quantitativ bestimmt werden kOnnen. In Veibindung 
mit einer automatisieiten Probenaufgabe kann das Ver- 
fahren zum Higk-Throughput^reening eingesetzt wer- 
den. Die dabei relevanien enantioselektiven Stoffumwand- 
lungen kdnnen duich chirale homogene oder heterogene 
Katalysatoien, Biokatalysatoren oderdurch stdchiometrische 
Mengen optisch alctiver Agenzien induziert werden. 
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HIGH-THROUGHPUT-SCREENINfi-VERFAHREN ZUR BESTIHMUNG VON ENANTIOSELEKTIVITAT 



Die vorliegende Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der 
Enantioselektivitat von kinetischen Racematspaltungen und von asymmetrisch 
verlaufenden Reaktionen prochiraler Verbindungen, die enantiotope Gruppen 
tragen, in dem isotopemnarkierte Substrate verwendet warden, so dafi mit einem 
isotopenspezifischen Detektionssystem, z. B. einem ESI-Massenspektrometer, die 
Reaktionsprodukte quantitativ bestinunt werden konnen. In Verbindung mit einer 
automatisierten Probenaufgabe kann das Verfahren zum High-Throughput- 
Screening eingesetzt vi^erden. Die dabei relevanten enantioselektiven 
Stoffumwandlungen konnen durch chirale homogene oder heteiogene 
Katalysatoren, Biokatalysatoren oder durch stochiometrische Mengen optisch 
aktiver Agenzien induziert werden. 

Die Entwicklung effektiver Verfahren zur Generierung umfangreicher Bibliotheken 
chiraler Chemie-Katalysatoren durch Methoden der kombinatorischen Chemie {a) 
G. Liu, J. A. Ellman, I Org, Chem. 1995, 60, 7712-7713; b) K. Burgess, H..J. 
Lim, A. M. Porte, G. A. Sulikowski, Angew. Chem. 1996, 108, 192-194; Angew. 
Chem,, Inl Ed, Engl 1996, 55, 220-222; c) B. M. Cole, K. D. Shimizu, C. A. 
Krueger, J. P. A. Harrity, M. L Snapper, A. H. Hoveyda, Angew. Chem, 1996, 
705, 1776-1779; Angew. Chem, Int Ed. Engl. 1996, 35, 1668-1671; d) C. 
Gennari, H. P. Nestler, U. Piarulli, B. Salom, Liebigs AmJRecL 1997, 637-647] . 
Oder zur Herstellung von Bibliotheken enantioselektiver Biokatalysatoren durch in 
v/fw-Evolution [M. T. ReeU, A. Zonta, K. Schimossek, K. Liebeton, K.-E. Jaeger, 
Angew. Chem. 1997, 709, 2961-2963; Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 1997, 36, 
2830-2932] ist Gegenstand der aktucllen Forschung. Entscheidend fiir den Erfolg 
dieser neuen Technologien ist das Vorhandensein von effektiven und raschen 
Methoden zum Durchsuchen und Auffinden der enantioselektivsten Katalysatoren 
Oder Biokatalysatoren aus den jeweiligen Katalysator-Bibliotheken* WShrend in der 
kombinatorischen Wirkstoffchemie viele effektive Methoden zum Durchsuchen 
grofler Bibliotheken von biologisch aktiven Verbindungen zur Verfligung stehen 
[a) F. Balkenhohl, C. von dem Bussche-Hiinnefeld, A. Lansky, C. Zechel, Angew, 
Chem. 1996, 108, 2436-2488; i4ngeM;. Chem,, Int, Ed, Engl, 1996, 35, 2288-2337; 
b) J. S. Friichtel, G. Jung, Angew. Chem. 1996, 70S, 19-46; Angew. Chem., Int. 
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Ed. Engl. 1996, 35, 17-42; c) Chem. Rev. 1997. 97 (2), 347-510 (Sonderausgabe 
fiber kombinatorischeaenue);d) S. R. Wilson, A. W. Czarnick, Combinatorial 
Chemistry: Synthesis and Application, WDey, New York, 1997], steht die 
Entwicklung von Methoden zum High-Throughput-Screening von 
enantioselektiven Katalysatoren, Bfokatalysatoren oder optisch aktiven Agenzien 
erst am Anfeng. Die Bestimmung des Enantiomerenfiberschusses (engl. 
enantiomeric excess, ee) der Produkte stereoselektiver Stoffumwandhmgen erfolgt 
normalerweise klassisch mit Hilfe der Gas- oder FKlssigkeitschromatognq>hie an 
chiralen staUonaren Phasen [G. Schomburg, GaschromatograpMe: Grundlagen, 
Praxis, Kapillartechnik, 2. Aufl.. VCH, Weinheim. 1987; K. K. Unger, Packings 
and stationary phases in chromatographic techniques. Series CJiromatographic 
science; v. 47, Marcel Dekker, New York, 1990]. Obwohl hierbei genaue «-Werte 
ermittelt werden konnen, haben seiche herkommlichen Verfahren den Nachteil, 
dass nur eine begrenzte Zahl von Proben pro Zeiteinheit untersucht werden kann, 
denn die Analysenzeiten hangen von den jeweiligen Retentionszeiten ab. 

Um Analysenprobleme dieser Art zu losen. wurden kUrzIich die ersten Vorschlage 
gemacht. So wurde z. B. im Rahmen einer Untersuchung zur in vifro-Evolution 
von enanUoselektiven Ijpasen ein relativ grobes Testverfiahren entwickelt. wonach 
der Vcrlauf enantioselektiver Hydrolysen von chiralen Carbonsaureestem CTmittelt 
werden kann [M. T. Reetz, A. Zonta. K. Schimossek, K. Liebeton. K.-E. Jaeger. 
Angew. Chem. 1997. 109, 2961-2963; Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 1997, 36. 
2830-2932]. Dabei werden die von Lipase-Mutanten katalysierten Hydrolysen von 
(/?)- und (5)-konfigurierten Carbonsaure-p-nitrophenolestem auf Mikrotiteiplatten 
spektrophotometrisch zeitlich verfolgt, wodurch die enantioselektivsten Mutanten 
rasch identifiziert werden konnen. Abgesehen davon, dass keine exakten ee-Werte 
zugangUch sind, ist dieses Verfahren auf die Stofflclasse der chiralen Carbonsauren 
beschrankt. Gleiches gilt fur eine verwandtes Testverfahren [L. E. Janes, R. J. 
Kazlauskas, J. Org. Chem. 1997, 62, 4560-4561]. Diese Einschrankung gilt auch 
filr verwandte Verfahren, die auf FarbSnderung von pH-Indikatoren wahrend einer 
Esterhydrolyse beruhen (L. E. Janes, A. C. Lowendahl, R. J. Kazlauskas, Chem. 
Eur. J. 1998, 4, 2324-2331]. Ein vSUig anderer Ansatz zur Idcntifizierung chiraler 
Katalysatoren bezieht sich auf IR-Thermographie [M. T. Reetz, M. H. Becker, K. 
M. Kfihling, A. Holzwarth, Angew. Chem. 1998. 110, 2192-2195, Angew. Chem., 
Int. Ed. 1998. 37, 2547-2650J. Allerdings steht die Weiterentwicklung dieser 
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Methode unter Ermfiglichung einer quantitativen Analyse enantioselektiver 
Reaktionen noch aus. 

Die vorliegende Efindung behebt diese UnzulSnglichkeiten dadurch, daB fiir 
kinetische Racematspaltungen oder auch ftir stercoselektive Reaktionen mit 
enantiotope Gruppen enthaltenden prochiralen Substraten teilweise oder 
voUstandig isotopenmarkierte Substrate oder Substrate mit einer von der 
natiirlichen Verteilung abweichenden Isotopenverteilung eingesetzt werden. Dies 
erlaubt den Einsatz eines isotopenspezifischen Detektionssystems, z. B. einer 
massenspektrometrischen lonisierungsmethode, zur quantitativen Bestimmung des 
Umsatzes oder der relativen Verhatnisse der pseudo-Enantiomeren oder der 
Enantiomerenuberschusse. 

Im Vergleich zu den bisherigen Ansatzen bietet die vorliegende Erfmdung folgende 
Vorteile: 

1) Exakte Bestinmiung der ee-Werte von kinetischen Racematspaltungen und von 
asymmetrisch verlaufenden Stofifumwandlungen prochiraler Veibindungen, die 
enantiotope Gruppen tragen, wobei keine Einschrankungen hinsichtlich der 
Stoffklasse oder des Reaktionstyps gemacht werden. 

2) Exakte Bestimmung des Umsatzes der unter 1) erwShnten Reaktionen. 

3) Der rasche bzw. der Hochdurchsatztest der unter 1) und 2) envahnten Daten, 

wobei speziell mindestens 1000 Bestimmungen pro Tag moglich sind. 

Die in der vorliegenden Erfindung verwendeten Detektionssysteme sind 
Massenspektrometer, insbesondere solche mit Elektrospray-Ionisierung <ESI) [J. 
B. Fenn, M. Mann, C K. Meng, S. F. Wong, C, M. Whitehouse, Science 
(Washington, D. C) 1989, 246, 64-71] oder Matrix-unteretiitzte Laserdesorption/- 
ionisierung (MALDI) [a) K. Tanaka, H. Waki, Y. Ido, S. Akita, Y. Yoshida, T. 
Yoshida, Rapid Commun, Mass Spectrom. 1988. 2, 151-153; b) M. Km^as, F. 
Hillenkamp, Anal. Chem. 1988, 60, 2299-2301]. Das erfindungsgemSBe Verfahren 
eignet sich in Verbindung mit einer automatisierten Probenaufgabe (Verwendung 
von einem oder mehreren Probenaufgaberobotem und Mikrotiterplatien), evtl. 
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auch unter Einsatz mehrercr Spektrometer, als High-Throughput-Screening 
Methode. 

Das Verfahren kann verwendet werden um chirale Katalysatoren oder chirale 
Agenzien fiir asymmetrisch verlaufende Reaktionen aufeufinden bzw. zu 
optimieren. Hierzu zahlen 

a) chirale Katalysatoren oder chirale Agenzien fiir die kinetische Racematspaltung 
von Alkoholen, CarbonsSuren, Carbonsaurecstem, Aminen, Amiden, Olefinen, 
Alkinen, Phosphinen, Phosphoniten, Phosphiten, Phosphaten, Halogeniden, 
Oxiranen, Thiolen, Sulfiden, Sulfonen, Sulfoxiden, Sulfonamiden sowie deren 
Derivate; 

b) chirale Katalysatoren (z. B. chirale honiogene oder chiral-modifizierte 
heterogene Katalysatoren, chirale Metallkomplexe) oder chirale Agenzien fur 
die stereoselektive Umsetzung von prochiralen Verbindungen, deren 
enantiotope Gruppen eine oder mehrere funktionelle Gruppen aus den 
Substanzklassen der Alkohole, Carbonsauren, Carbonsaureester, Amine, 
Amide, Olefine, Alkine, Phosphine, Phosphonite, Phosphite, Phosphate, 
Halogenide, Oxirane, Thiole, Sulfide, Sulfone, Sulfoxide oder Sulfonamide 
Oder deren Derivate umfassen; 

c) Biokatalysatoren, z. B. Enzyme, Antikorper, Proteine, Hormone, Phagen, 

Ribozyme, Peptide oder sonstige Biopolymere, fiir die kinetische 
Racematspaltung von Alkoholen, CarbonsSuren, Carbonsaureestem, Aminen, 
Amiden, Olefinen, Alkinen, Phosphinen, Phosphoniten, Phosphiten, 
Phosphaten, Halogeniden, Oxiranen, Thiolen, Sulfiden, Sulfonen, Sulfoxiden, 
Sulfonamiden sowie deren Derivate und fiir die die stereoselektive Umsetzung 
von prochiralen Verbindungen, deren enantiotope Gruppen eine oder mehrere 
funktionelle Gruppen aus den Substanzklassen der Alkohole, Carbonsauren, 
Carbonsaureester, Amine, Amide, Olefine, Alkine, Phosphine, Phosphonite, 
Phosphite, Phosphate, Halogenide, Oxirane, Thiole, Sulfide, Sulfone, Sulfoxide 
Oder Sulfonamide oder deren Derivate. 

Das zugrunde liegende Prinzip der Erfindung basiert auf der Verwendung von 
isotopenmarkierten Substraten in Form von pjewrfo-Enantiomeren oder pseudo- 
prochiralen Verbindungen, wie in Schema 1 dargesteUt. 
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Wird in einem herkommlichen Racemat die eine enantiomere Form 
isotopenmarkiert, so nennt man seiche Verbindungen pseudo-EnmioTn&Tt, 
Markiert man eine enantiotope Gruppe eines prochiralen Substrats mit Isotopen, so 
nennt man die Verbindung pseudo-pvochira, so z. B. pseudo-meso. Je nachdem 
welche Typen von enantioselektiven Umwandhmgen im Rahmen der Eifindung 
untersucht hzw. getestet werden sollen, sind unterschiedliche Situationen relevant, 
so z. B. FaD a. FaU b, FaU c und FaU d in Schema 1. Bei kinetischen 
Racematspaltungen von beliebigen chiralen Verbindungen werden 1 und 2, die sich 
in der absoluten Konfiguration und in der Isotopenmarkiening in den funktionellen 
Gruppen FG* unterscheiden, in enantiomerenreiner Form hergestellt und im 
Verhaltnis von 1 : 1 gemischt, so dass ein Racemat simuliert wird (Schema la). 
Nach einer enantioselektiven Umwandlung, bei der die chemische Reaktion an der 
funktionellen Gruppe eintritt (im Idedfall einer kinetischen Antipodenspaltung bis 
zu einem Umsatz von 50 %), entstehen echte Enantiomere 3 und 4 neben nicht- 
markierten und markierten achiralen Nebenprodukten 5 bzw. 6. 
Die Verhaitnisse der Intensitaten yon 1/2 und S/6 in den Massenspektren {m/z 
Intensitaten der Quasi-Molekfllionen) eriauben die quantitative Ermittlung der 
Enantioselektivitat (e^-Werte) und des Umsatzes. Gegebenenfalls kann im Rahmen 
der Eifindung auch ein innerer Standard verwendet werden. Von Fall zu Fall kann 
es vorteilhaft sein, die Isotopenmarkiening nicht in der fanktioneDen Gruppe, 
sondem im Rest R^ des Substrats vorzunehmen, wie in Schema lb skizziert. In 
diesem Fall entsteht ein neues Paar von pjcwrfo-Enantiomeren 3/8 (Schema lb), 
wobei Enantioselektivitat und Umsatz durch Messung der m/^-lntensitaten der 
Quasi-Molekulionen von 1/7 und 3/8 erfindungsgemafi ermittelt werden. Somit 
sind in beiden FaDen auch die sogenannten Selektivitatsfaktoren (s- oder E-Werte 
[H. B. Kagan, J. C. Fiaud in Top, Stereochem., Vol. 18 (Hrsg.: E, L EUel, S. H. 
Wilen), Wiley, New York, 1988, S. 249-330] automatisch zuganglich. 

Im Falle von prochiralen Substraten mit enantiotopen Gruppen ist im Rahmen des 
erfindungsgenwBen Screeningsysitm die Synthese einer einzigen pseudo- 
prochiralen Verbindung erforderlich. Ist das relevante Substrat eine meso- 
Verbindung, so wird zunachst eine entsprechende pseudo-mesO'VerbMimg 9 
hergestellt, denn die zu untersuchende stereo-differenzierende Reaktion ergibt eine 
Mischung von zwei MS-detektierbaren pseudo-EnmiomNtn 10 und 11 (Schema 
Ic). ErfindungsgemaB gilt die analoge Vorgehensweise fur andere jM-ochffale 
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Substrate mit enantiotopen Gruppen, so z. B. die Verwendung von pseudo- 
prochiralen Substraten des Typs 12 (Schema Id). 

Die FG-Einheiten in Schema 1 konnen die unterschiedlichsten fimktioneUen 
Gruppen der organischen Chemie sein. Typische Vertreter sind Acyloxy-Reste 
(-OC(0)R). Thioacyloxy-Reste (-SC(O)R), Amido-Reste (-NHC(0)R), Cartwxyl- 
Reste (-CO2R) im Falle von Spaltungsreaktionen wie z. B. Hydrolysen, femer 
Hydroxy-Reste (-0H), Thiol-Reste (-SH), Amino-Reste (-NH2 oder -NHR) oder 
Carboxy-Rcste (-CO2H) imPaUe von verknUpfenden Reaktionen wie Acylierungen 
Oder Veresterungen. 

Schema 1 dient nur zur Illustration bzw. Beschreibung der erfindungsgemaBen 
Methode und schrankt diese in keiner Weise ein. Vielmehr sind die 
vinterschiedlichsten Substanzklassen und Rcaktionstypen mSglich, sofem die 
Substrate entweder chiral sind wie naturgemSB be! einer kinetischen 
Racematspaltung oder sie sind prochiral und enthalten enantiotope Gruppen. 

Um einen hohen Probendurchsatz zu gewahrleisten, sieht die Erfmdung einen 
Gerateaufbau vor, wie er beispielhaft m Schema 2 skizzierte ist. Mit dieser 
Kombination von kommerziell erhSltlichen Geraten bzw. Apparateteilen ist es 
mSglich, mindestens 1000 ee-Bestimmungen pro Tag mit einer Genauigkeit von ± 
5 % durchzufuhren. 



Beispiel 1. Kinetische Racematspaltung von l-Phenylethylacetat 

Die hydrolytische kinetische Racematspaltung von 1-Phenylethylacetat, katalysiert 
durch z. B. Enzyme wie Lipasen (Wildtyp oder Mutanten) wird mit der in Schema 
2 beschriebenen Konfiguration im Rahmen eines High-Throughput-Screenings 
verfolgt, d. h. es werden ee- und Umsatzbestimmungen durchgefiihrt. 




+ ^ + CH3CO2H + CDgCOgH 
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Synthese von (15)-1-Phenylethylacetat (15): 

In einem 25 ml-StickstoffkoIben werden unter Luft- und Feuchtigkeitsausschluss 
8.28 mmol (1.01 g, 1.00 ml) (5)-l-Phenylethanol (Huka. 99% ee), UAmml 
(1.50 Aq., 983 mg, I.OOml) Pyridin und 15 ml Dichloimethan vorgelegt und auf 
0 "C (Eisbad) gekuhlt. Unter Riihren weidai innwhalb von 10 min 10.8 mmol 
(1.30 Aq., 1.10 g, 1.02 ml) Acetanhydrid zugetropft. h einem Zeitraum von 12 h 
wild auf Raumtemperatur erwarmt und sukzessive mit je zweimal 20 m] 1 m 
Salzsaurelosung, gesSttigter Natriumhydrogencarbonatl6sung und gesSttigter 
Natriumchloridiesung extrahiert. Die organische Phase wild fiber Magnesiumsulfat 
getrocknet, vom Trockenmittel durch Filtration getiennt und am Rotations- 
verdampfer vom Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde auf Kieselgel 
aufgetragen und cliromatograpiiisch gereinigt (Laufmittel: Hexan : Essigsauie- 
etliylester = 9: 1). Die Produktfraktionen werden vereinigt und am Rotations- 
verdampfer vom LQsungsmittel befreit. Nach Trocknen im Olpumpenvakuum 
vcrbleibt eine klare Flussigkeit (1.25 g, 7.62 mmol, 92%). Analytik: 'H-NMR 
(CDClj, 200 MHz): 5 = 1.52 (d) V. = 6.6 Hz [3H], 2.06 (s) I3H], 5.94 (q) V = 
6.6 Hz [IH], 7.24-7.38 (m) [SH]; "C-{1H}-NMR (CDCl,. 50 MHz): 5= 21.4 (s). 
22.2 (s), 72.3 (s). 126.1 (s). 127.9 (s), 128.5 (s). 141.7 (s), 170.3 (s); MS (EI. 70 
eV. pos. lonen): m/z (% rcl. InL): 164 (25) (M*], 122 (77), 107 <36), 105 (69), 
104 (100). 103 (24), 79 (27), 78 (27), 77 (43). 51 (24). 43 (90); EA: C: 72.95 % 
(ber. 73.15 %), H: 7.28 % (ber. 7.37 %); GC (Hewlett Packard 5890, 25 m fused 
silica, 0.25 innerer Durchmesser, 2,6-Dimethyl-3-pentyl-^CD (95 % Methyl- 
/5 % Phenylpolysiloxan), FID, 80 "C, 4 X vm \ 120 X 0.2 min iso, 0.63 bar 
Wasserstoff): 99.8 % ee. 

Synthese von (1/?)- l-Phenylethyl-trideuteroacetat (16): 
In einem 25 ml-Stickstoffkolben werden unter Luft- und Feuchtigkeitsausschluss 
8.28 mmol (1.01 g, I.OOml) (y?)-l-Phenylethano] (Huka, 99% ee), 12.4 mmol 
(1.50 Aq., 983 mg, 1.00 ml) Pyridin und 15 ml Dichlormethan vorgelegt und auf 
0 "C (Eisbad) gekuhlt. Unter Riihren werden innwhalb von 10 min 10.8 mmol 
(1.3 Aq., 1.16 g, 1.02 ml) </6-Acetanhydrid (99 Atom% D, Aldrich) zugetropft. 
Innerhalb von 12 h wird auf Raumtemperatur erwarmt und sukzessive mit je 
zweimal 20 ml 1 M SalzsaurelSsung, gesatUgter Natriumhydrogencarbonatlosung 
und gesattigter Natriumchtoridlosung extrahiert. Die organische Phase wird iiber 
Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel durch Rltration getrenm und am 
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Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde auf 
Kieselgel aufgetragen und chromatographisch gereinigt (Laufmittel: 
Hexan : Essigsaureethylester = 9 : 1). Die Produktfraktionen warden vereinigt und 
am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Nach Trocknen im 
Olpumpenvakuum verbleibt eine klare Hussigkeit (1.28 g, 7.65 mmol, 92%). 
Analytik: 'H-NMR (CDCI3, 200 MHz): 5= 1.53 (d) V = 6.6 Hz [3H], 5.88 (q) V 
= 6.6 Hz [IH], 7.24-7.36 (m) [5H]; "C-{1H}-NMR (CDCI3, 50 MHz): S= 22.2 
(s), 72.3 (s), 126.1 (s), 127.7 (s), 128.5 (s). 141.7 (s), 170.3 (s); MS (EI, 70 eV, 
pos. lonen): m/z (% rel. Int.): 167 (24) \m\ 123 (77), 108 (39), 105 (67), 104 
(100), 103 (25), 78 (27), 77 (35). 51 (19), 46 (65), 43 (14); EA: C: 71.77 % (ber. 
71.83 %), H+D: 6.98 % (ber. 7.23 %); GC (Hewlett Packard 5890, 25 m fused 
silica, 0.25 innerer Durchmesser, 2,6-Dimethyl-3-pentyl-j3-aD (95% Methyl- 
/5 % FhenylpolysDoxan), FID, 80 °C, 4X min'\ 120 °C 0.2min iso, 0.63 bar 
Wasserstoff): 99.8 % ee. 

In Vorversuchen wurden die pseudo'Enmiiormrc 15 und 16 in verschiedenen 
Verhaitnissen gemischt. Die dabei resiiltierenden Mischungen wurden zunachst mit 
Hilfe der herkommlichen Gaschromatographie an chiraler stationarer Phase 
untersucht, um die pseudo-ee-Vfmt zu ermitteln. Die gleichen Proben wurden 
dann mit ESI-MS untersucht. Ein typisches ESI-Massenspektrum ist in Abb. 1 
gezeigt. Der Verglcich der zwei Datensatze zeigt Ubereinstimmung im Rahmen 
von±5 % (TabeDe 1). 
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TabeDel 



Probe 


ee 


ee 




(GC) 


(ESI-MS) 


1 


100 


100 


2 


91 


90 


3 


81 


79 


4 


74 


73 


5 


60 


57 


6 


56 


54 


7 


48 


48 


8 


28 


27 


9 


10 


10 


10 


23 


20 


11 


40 


38 


12 


45 


43 


13 


55 


53 


14 


65 


60 


15 


75 


74 


16 


95 


93 


17 


100 


100 



Sodann wurden 1 : 1-Gemische der p^etafo-Enantiomere 15/16 mit 
unterschiedlichen Lipasen (Wildtyp und Mutanten, z. B. aus P. aeruginosa) auf 
Mikrotiterplatten hydrolysiert und mit dem in Schema 2 beschriebenen 
Screeningsystem auf Enantioselektivitat und Umsatz untersucht. Dabei lieflen sich 
etwa 1000 exakte e^-Bestimmungen pro Tag durchfiihren. Im einzelnen wurden 10 
fiL einer 1 mM 1 : 1-Mischung von 15 und 16 in CH3OH wurden in das 
Rheodyne®-Ventfl eines ESI-MS-Systems (ESI-MS-Bedingungen: HP 5989B MS 
Engine Quadropol Massenspektrometer ausgeriistet mit einer HP 59987A API 
Elektrosprayquelle II mit Hexapol lonenfuhrung (Analytica of Branford) und 
ChemStation®; Datenaufnahme: Scaw-Spektren im positiv lonenmodus; miz 90- 
300; in mIz 0.1 Schritten, Einheitsauflosung, Gauss* Massenfilter mIz 0.3 min; 
Gauss' Zeitfilter 0.05 min; API-Quellen-Bedingungen: PotentialdifFerenz zwischen 
der Sprav-Nadel und erster Elekrode: -5250 V. Druck des Na-W^feiifeer-Gases: 80 
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psi, HuB des Nz-Trocknungsgases ca. 9Lniin ' (150 *C), Usungsmittelfluss 
0.06 mL min ', CHjOH : HjO = 8 : 2). Es wurden ca. 20-30 ESI-Massenspektren 
summiert und die Verhaltnisse von 15 und 16 wurden durch die absoluten 
Intensitaten der Signale der entsprechenden Natriumaddukle ([15+Na]* und 
[16+Na] , Abb. 1) bestimmt. Die Verhatnisse der Signale (und somit auch die ee- 
Werte der synthetischen Mischungeri von 15 und 16) wurden durch ein Makro 
automatisch aus dw ni/z-Intensitatsliste der einzelnen Messungen in eine Excel®- 
TabeQe abeitragen. 

Beispiel 2. Kinetische Racematspaltung von 2-Phenylpropionsaure 

In diesem Beispiel wird die enantioselektive Veresterung von 2- 

PhenylpropionsSure im Rahmen einer Lipase-katalysierten kinetischen 

Racematspaltung beschrieben. Dazu wurden zunSchst die pMi«fo-&iantioniere 
21/22 synthetisiert. 

CO2H ^ gOaH CO2BU CO2BU 

Ph-^CHg Ph-^CDg Ph^CHg ^ Ph-^CDg 

21 22 23 24 

Synthese von 22: 

Synthese von (4i?)-Benzyl-3-A'-benzyloxy-2-oxazolidin-2-on: 
In einem 250 ml-Stickstoffkolben werden unter Luft- und Feuchtigkeitsausschluss 
24.0 mmol (4.52 g) (4i?)-Benzyloxazolidin-2-on (Huka) in 80 ml Tetrahydroftiran 
gelost und auf -78 "C (Trockeneisbad) gekiihlt. Unter Ruhren werden innerhalb 
von 15 min 24.0 mmol (15.0 ml einer 1.6 M Losung) n-Butyllithium in Hexan 
zugetropft. Nach 90 min wird bei -78 "C eine L6sung von frisch destilliertem 
PhenylessigsSurechtorid (24.0 mmol, 3.71 g, 3.18 ml) und 10 ml Tetrahydrofiiran 
innerhalb von 10 min zugetropft. Nach beendetera Zutropfen wird das 
Trockeneisbad durch ein Eisbad ersetzt. Nach ROhren bei 0 "C fur 1 h wird die 
Reaktion durch Zugabe von 25 ml einer gesSttigten Ammoniumchlorid-LSsung 
beendet, und es wird eine weitere Stunde bei 0 "C geriihrt. Das Reaktionsgemisch 
wird im AnschluB in einen 250ral-Kolben iiberfiihrt, und das organische 
LSsungsmittel am Rotationsverdampfer entfemt. Der Riickstand wird dreimal mit 
60 ml Dietyhlether, zweimal mit je 70 ml 1 M Naironlauge. 1 M Salzsaure und 
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gesattigter Natriumchloridlosung extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden fiber Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel durch Filtration 
getrennt und am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt 
wurde auf Kieselgel aufgetragen und chromatographisch gereinigt 
(Laufinittel: Hexan : Essigsaureethylester = 3:1). Die Produktfraktionen werden 
vereinigt und am Rotationverdan^jfer vom Lfisungsmittel befreit. Nach Trocknen 
im Olpumpenvakuum veibleibt eine klare Russigkeit (5.88 g, 19.9 mmol, 83 %). 
Analytik: 'H-NMR (CDOj. 300 MHz): S = 2.67 (dd). V = 9.5 Hz, V = 13.4 Hz 
[IH], 3.27 (dd) V = 3.3 Hz, V = 13.4 Hz [IH], 4.14^.23 (m) [IH], 4.26 (d) V = 
15.7 Hz [IH], 4.35 (d) V = 15.7 Hz [IH], 4.65-4.70 (m) [IH], 7.25-7.36 (m) 
[lOH]; "C-{ 1H}-NMR (CDQa, 75 MHz): 5= 37.7 (s). 41.6 (s), 55.3 (s). 66.1 (s). 
127.26 (s), 127.34 (s), 128.3 (s), 128.6 (s), 128.9 (s), 129.4 (s), 129.8 (s). 130.0 
(s), 133.5 (s), 135.1 (s), 153.4 (s), 171.2 (s); MS (EI, 70 eV, pos. lonen): m/z (% 
rel. Int.): 295 (44) [M""], 178 (6), 119 (16), 118 (100), 117 (9), 91 (88), 90 (11), 
65 (12); EA: C: 73.31 % (ber. 73.20 %), H: 5.72 % (ber. 5.80 %). N: 4.68 % (ber.' 
4.74 %). 

Synthcse von (4i?)-Benzyl-3iV-((2i?)-3,3,3-trideutero-2-phenylpropionyl)-oxazoIi- 
din-2-on: 

In einem 250 ml-Stickstoffkolben werden unter Luft- und Ruchtigkeitsausschluss 
18.0 mmol (3.29 g) NatriunAexamethyldisilazid in ca. 50 ml Tetrahydrofuran 
gel6st und auf -78 "C (Trockeneisbad) gekflhlt. Unter Riihren wird innerhalb von 
30 rain eine L6sung von 18.0 mmol (5.30 g) (4/?)-Benzyl-3Ar.benzyloxy-2- 
oxazolidin-2-on in 25 ml Tetrahydroftiran zugetropft. Nach 90 min Ruhren bei - 
78 °C wird eine Losung aus 90.0 mmol (13.0 g, 5.60 ml) (ia-Methyliodid (99 
Atom-% D, Aldrich) und 20 ml Tetrahydrofuran innerhalb von 30 min zugetropft. 
Es wird bei -78 "C fiir weitere 12 h geriihrt und anschUeBend die Reaktion durch 
Zugabe von 30 ml einer gesattigten Ammoniumchlorid-LSsung beendet. Nach 
Erwarmen auf Raumten^wratur wird das Reaktionsgemisch in einen 250 ml- 
Kolben uberfiihrt und das organische LSsungsmittel am Rotationsverdampfer 
entfemt. Der Ruckstand wird dreimal mit 60ml Dietyhlether extrahiert. Die 
vereinigten etherischen Phasen werden zweimal mit je 50 ml 10%iger SalzsSure, 
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung und gesattigter NatriumchloridlSsung 
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden fiber Magnesiumsulfat 
getrocknet, vom Trockenmittel durch Filtration getrennt und am 
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Rotationsverdanpfer vom Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt wird aus 
Ether/Essigsaureethylester umkristallisiert. Nach Filtration und Trocknen im 
Olpumpenvakuum wird ein farbloser Feststoff erhalten (4.67 g, 14.9 mmol, 83 %). 
Analytik: ^H-NMR (CDCI3, 300 MHz): S = 2.80 (dd) V = 9.8 Hz, V = 13.3 Hz 
[IH], 3.35 (dd) V= 3.2 Hz, V= 13.3 Hz [IH], 4.02-4.13 (m) [2H], 4.55-4.62 (m) 
[2H], 5.10 (s) [IH], 7.21-7.38 (m) [lOH]; *'C-{1H}-NMR (CDCI3, 75 MHz): 5 = 
37.9 (s), 42.9 (s), 55.8 (s), 65.9 (s), 127.3 (s), 127.4 (s), 128.1 (s), 128.7 (s), 129.0 
(s), 129.4 (s), 135.3 (s), 140.2 (s), 152.9 (s), 174.6; MS (EI, 70 eV, pos. lonen): 
m/z (% rel. Int.): 312 (34) {M^l 135 (100), 108 (72), 107 (18), 91 (14); EA: C: 
73.16 % (ber. 73.05 %), H+D: 6.00 % (her. 6.13 %), N: 4.41 % (her. 4.48 %). 

Synthese von (2/?)-3,3,3-trideutero-2-phenylpropionsaure (22): 
In einem 250 ml-Stickstoffkolben werden 11.6 mmol (3.64 g) (4/?)-Benzyl-3//- 
((2/?)-3,3,3-trideutero-2-phenylpropionyl)-oxazolidin-2-on in ca. 100 ml Tetra- 
hydrofuran gelost und die erhaltene L5sung auf 0 °C gekuhlt. Unter Ruhren wird 
eine Losung von 23.3 mmol (978 mg) Lithiumhydroxid-Monohydrat in 18.0 ml 
einer 30%igen waBrigen Wasserstoflperoxidlosung unter Ruhren zugegeben. 
AnschlieBend wird bei 0 ''C fiir 18 h geriihrt. Die Reaktion wird bei 0 °C durch 
tropfenweise Zugabe von 20 ml einer gesattigten Natriumsulfitlosung beendet, das 
Reaktionsgemisch in einen 250ml-Kolben uberfuhrt und das organische 
Losungsmittel am Rotationsverdanq)fer entfemt. Der Riickstand wird dreimal mit 
je 70 ml Dichlormethan extrahiert. Die waBrige Phase wird mit 10%iger SalzsSure 
auf pH 5 angesSuert und anschlieBend dreimal mit je 70 ml Diethylether extrahiert. 
Die vereinigten etherischen Phasen werden fiber Magnesiumsulfat getrocknet, vom 
Trockenmittel durch Filtration abgetrennt und das Losungsmittel am 
Rotationsverdampfer entfemt. Nach Trocknung im Olpumpenvakuum verbleibt 
eine farblose Hussigkeit (8.60 mmol, 1.32 g, 74%). Analytik: *H-NMR (CDCI3. 
300MHz): 5= 3.72 (s) [IH], 7.24-7.35 (m) [5H], 11.5 (s) [IH]; *'C-{1H}-NMR 
(CDCI3, 75 MHz): 5= 45.2 (s), 127.4 (s), 127.6 (s), 128.7 (s), 139.7 (s), 180.8 (s); 
MS (EI, 70 eV, pos. lonen): m/z {% rel Int.): 153 (24) [M"^], 108 (100), 91 (8), 82 
(5), 81 (8), 80 (5), 79 (10), 78 (8), 77 (6), 43 (11); EA: C: 70.35% (ber. 
73.56 %). H+D: 6.62 % (ber. 6.58 %); HPLC (Varian 5560, stat. Phase: 250 mm 
Chiracel OD-H, 4.6mmi.D., mob. Phase: n-Heptan : 2- 
Propanol : Trifluoessigsaure = 98 : 2 : 0. 1 , 298 K, 1 .2 MPa, 0.5 mL itm\ 
Detektion: UV 254 nm): 99.4 % ee. 
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Zum Ausschluss von moglicherweise stSrenden sekundaren Isotopeneffekten, 
wurde die Reaktion der p^ewrft^-Enantiomercn 21^2 mit der Reaktion des echten 
Racemats von 21 in einem Vorversuch verglichen. Die Daten in Abbildung 2 
zeigen keine wesentlichen Unterschiede im Ergebnis, so dass sekundare kinetische 
Isotopeneffekte ausgeschlossen werden kSnnen, die die Ergebnisse der 
Umsetzungen verfdlschen kdnnten. 

Sodann wurden etwa 1000 ee- und Umsatzbestimmungen pro Tag mit Hilfe der 
Konfiguration in Schema 2 bei Verwendung von Lipasen (Wildtyp und Mutanten) 
durchgefahrt. 

Beispiel 3. Enantioselektive Hydrolyse von mg5o-l,4-Diacetoxy-2-cyclopenten 

Dieses Beispiel bezieht sich auf die Reaktionen einer prochiralen Verbindung, die 
enantiotope Gruppen tragt (hier Acetoxygruppen). 

(D3]AcOk^2^0Ac H0^.^2^0Ac [D3]AcOa,^2^0H 

25 26 27 



Synthese von (15,4/{)-cw-l-Acetoxy-4-trideuteroacetoxy-2-cyclopenten (25): 
In einem 100 ml-Stickstoffkolben werden unter Luft- und Feuchtigkeitsausschhiss 
5.79 mmol (823 mg) (15,4/?)-cw-4-Acetoxy-2-cyclopenten-l-ol (Huka, 99 % ee\ 
6.95 mmol (1.20 Aq., 550 mg, 0.560 ml) Pyridin und 50 ml Dichlormethan 
vorgelegt und auf 0 T (Eisbad) gekiihlt. Unter Riihren werden innerhalb von 10 
min 6.36 mmol (1.10 Aq., 688 mg, 600^1) rfa-Acetanhydrid (99 Atom% D, 
Aldrich) zugetropft. Innerhalb von 12 h wird auf Raumtemperatur erwarmt und 
sukzessive mit je zweimal 40 ml IM Salzsaurelosung, gesattigter 
Natriumhydrogencarbonatlosung und gesattigter Natriumchloridlosung extrahiert. 
Die organische Phase wird uber Magnesiumsulfat getrocknet. vom Trockenmittel 
durch Filtration getrennt und am Rotationsverdampfer vom LSsungsmittel befreit. 
Das Rohprodukt wurde auf Kieselgel aufgetragen und chromatographisch gereinigt 
(Lauftnittel: Hexan : EssigsSureethylester = 3 : 1). Die Produktfraktionen werden 
vereinigt und am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befircit. Nach Trocknen 
im Olpumpenvakuum verbleibt eine Ware Hussigkeit (1.01 g, 5.40 mmol. 93 %). 
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Analytik: ^H-NMR (CDCI3, 300 MHz): 5= 1.7M.78 (m) [2H], 2.07 (s) [3H], 
2.83-2.93 (m) [2H], 5.55 (dd) V = 3.8 Hz, V = 7.5 Hz [2H], 6.10 (s) [2H]; 
^'C.{^H}-NMR (CDCI3, 75 MHz): 5= 21.5 (s), 37.5 (s), 76.9 (s), 135.0 (s), 171.1 
(s); MS (EI, 70 eV, pos. lonen): miz (% rel. Int.): 128 (9), 127 (3), 125 (9), 124 
(3), 84 (17), 83 (81), 82 (82), 81 (16), 55 (6), 54 (24), 46 (100), 43 (92); EA: C: 
57.75 % (ber. 57.74 %), H+D: 6.52 % (ber. 6.46 %). 

In Vorversuchen wurde dann die Hydrolyse des Substrats 25 mit einer nicht- 
akiiven Lipase-Mutante (P. aeruginosa Mutante) und eines aktiven Enzyms 
(Schweineleberesterase, Signia) untersucht. Reprasentative Massenspektren sind in 
Abbildung 3a und 3b gezeigt. 

Die Daten in Abbildung 3a bestatigen das Ausbleiben der Reaktion, wahrend die 
Daten in Abbildung 3b zu einem ee-Wert von 73 % fuhren. Die unabhangige 
Analyse mit herkommlicher Gaschromatographie ergab einen ee-Wert 73 %, in 
exzellenter Ubereinstimmung niit der ESI-MS- Analyse. Sodann wurden 1100 
Proben pro Tag auf ee-Werte bin analysiert. 

Beispiel 4. Enantioselektive Hydrolyse von Bisnaphthylacetaten 

In diesem Beispiel wird die enantioselektive Hydrolyse einer 1 : 1-Mischung der 
pseudo-EnmiiOTO^x^ 28 und 29 untersucht. 




OAc {DgJAcO 
OAc [DgJAcO. 





OAc [DJAcO, 




28 



29 



30 



31 



Dazu wurden die pjewrfo-Enantiomere 28 und 29 in enantiomerenreiner Form 
hergestellt. 



Synthese von (5.5)-l,r-Bisnaphtyl-2,2-diacetat (28): 

In einem 50 ml-Stickstoffkolben werden unter Luft- und Feuchtigkeitsausschluss 
5.00 mmol (1.43 g) (5',5)-l,r-Bis-2-naphtol (> 99.9 % ee) in 20 ml Dichlormethan 
gelost, mit 15.0 mmol (3.00 Aq., 1.19 g, 1.21 ml) Pyridin versetzt und auf 0°C 
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(Eisbad) gekiihlt. Unter Rahrcn werden innerhalb von 5 min 12.5 mmol (2.50 Aq.. 
985 mg, 888 pi) Acetylchlorid zugetropft. In einem Zeitraum von 12 h wird auf 
Raumtemperatur erwSrmt und anschlieBend sukzessive mit je zweimal 20 ml 1 M 
SalzsSure, gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung und gesfittigter 
Natriumchloridlosung extrahiert. Die organische Phase wird flber Magnesiumsulfat 
getrocknet, vom Trockenmittel durch Filtration getrennt und am 
Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde auf 
Kieselgel aufgetragen und <:hromatographisch gereinigt (Lauftnittel: 
Hexan : Essigsaureethylester = 7:3). Die Produktfraktionen werden vereinigt und 
am Rotationverdampfer vom Losungsmittel befreit. Nach Trocknen im 
Olpumpenvakuum verbleibt ein farbloser Feststoff (1.88 g, 4.99 mmol, 99%). 
Analytik: *H-NMR {de-DMSO, 300 MHz): 5= 1.83 (s) [2H], 6.94 (d) J = 8.3 Hz 
2H], 7.29-7.34 (m) [2H], 7.48-7.55 (m) [4H], 8.05-8.15 (m) [4H]; 
*'C.{ 1H}-NMR (d6-DMS0, 75 MHz): 5= 20.4 (s), 122.4 (s), 122.6 (s), 125.4 (s), 
125.7 (s), 126.8 (s), 128.2 (s). 129.5 (s), 131.0 (s). 132.7 (s), 146.6 (s), 168.8 (s); 
MS (EI. 70 eV, pos. lonen): m/z (% rel. Int.): 370 (13) \m\ 328 (37), 286 (100). 
268 (9), 257 (7). 239 (10). 46 (11); IR (KBr): v (cm-^) = 3055 (w), 3019 (w). 
2936 (w), 1760 (s), 1622 (m), 1595 (m). 1508 (m), 1472 (m), 1430 (m), 1367 ts), 
1215 (s), 1130 (s), 1074tm), 1012 (m), 813 (m), 761 (m); EA: C: 77.53 % (ber. 
77.82 %), H: 4.92 % (ber. 4.90 %). 

Synthese von (/?,i?)-l,r-Bisnaphtyl-2,2-bis(trideuteroacetat) (29): 
In einem 50 ml-Stickstoffkolben werden unter Luft- und Feuchtigkeitsausschluss 
5.00 mmol (1.43 g) (iJ,/?)-l,r-Bis-2-naphtol (> 99.9 % ee) in 20 ml Dichlormethan 
gelost, mit 15.0 mmol (3.00 Aq., 1.19 g, 1.21 ml) Pyridin versetzt und auf 0°C 
(Eisbad) gekuhlt. Unter Riihren werden innerhalb von 5 min 12.5 mmol (2.50 Aq., 
1.019 g, 889 nl) rf3-Acetylchlorid (>99 Atom% D. Aldrich) zugetropft. In einem 
Zeitraum von 12 h wird auf Raumtemperatur erwSrmt und anschlieBend sukzessive 
mit je zweimal 20 ml 1 M SalzsSure, gesSttigter Natriumhydrogencarbonatlosung 
und gesattigter Natriumchloridlosung extrahiert. Die organische Phase wird uber 
Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel durch Filtration getrennt und am 
Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde auf 
Kieselgel aufgetragen und chromatographisch gereinigt (Laufmittel: 
Hexan : Essigsaureethylester = 7:3). Die Produktfraktionen werden vereinigt und 
am Rotationverdampfer vom Losungsmittel befreit. Nach Trocknen im 
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Olpumpenvakuum verbleibt ein farbloser Feststoff (1.85 g, 4.99 mmol, 99%). 
Analytik: 'H-NMR (4-DMSO, 300 MHz): 5= 6.94 (d) 7 = 8.3 Hz, 7.27-7.34 (m) 
[2H], 7.48-7.55 (m) [4H], 8.05-8.15 (m) [4H]; '^C-{1H}-NMR (de-DMSO, 
75 MHz): 5=20.4 (s). 122.4 (s), 122.6 (s), 125.4 (s), 125.7 (s), 126.8 (s). 128.2 
(s). 129.5 (s). 131.0 (s). 132.7 (s), 146.6 (s), 168.8 (s); MS (EI, 70 eV, pos. 
lonen): m/z (% rel. Int.): 376 (17) [M*]. 332 (41). 288 (100), 268 (6), 259 (5), 
240 (5), 46 (1 1); IR (KBr): v (cm ') = 3054 (w), 3019 (w). 2268 (w), 2147 (w), 
2092 (w). 1755 (s). 1622 (m). 1595 (m), 1509 (m), 1471 (m), 1231 (s). 1146 (s). 
1075 (s), 1059 (s). 819 (s), 804 (s). 755 (s); EA: C: 76.23 % (bet. 76.85 %). H+D: 
4.89 % (ber. 4.82 %). 

Im Rahmen eines High-Throughput-Screenings zu ee- und Umsatzbestimmungeai 
wurde die in Schema 3 beschriebene GerSteaufbau verwendet. 

Wiederum wurden 1 : 1-Mischungen der pseudo-EnmXon&xt hergestellt und im 
High-Throughput-Screening von Lipase-katalysierten kinetischen Racematspaltun- 
gen eingesetzt. 

Hierzu wurde ein Reflex H MALDI-TOF MS (engl. matm-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometer) der Fa. Bruker-Franzen 
Analytik GmbH, Bremen, genutzt. Das GerSt ist mit einem Na-Laser (264 nm) und 
einem 1 GHz Digitizer ausgerOstet. Es wurden maximal 40 Spektren automatisch 
aufgenommen und summiert. 

Jede Probe wurde mittels eines Probenvorbereitungsroboters 1 : 1 (y/v) mit 
Matrixlosung (5%ige Trihydroxyacetophenon-L6sung in CH3OH) versetzt und auf 
das MALDI- Target pipettiert. 

In Abbildung 4 sind Ausschnitte ausgewahlter MALDI-Massenspektren von 
Umsetzungen der pjewdo-Enantiomere 28 und 29 mit Schweineleberesterase 
(Sigma) gezeigt. Aus den Signalintensitaten [28 + Na]"^ und [29 + Na]* wurden die 
EnantiomerenUberschOsse bestimmt (Abb. 4a. 40 % ee. Abb. 4b 54 % ee). 



00/58S04 



17 



PCT/EPOO/02121 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Bestinunung der Enantioselektivitat von Proben, die 
Reaktionsprodukte von kinetischen Racematspaltungen an chiraten Substraten 
Oder von stereoselektiven Reaktionen niit enantiotope Gruppen enthaltenden 
prochiralen Substraten smd, dadurch gekennzeichnet, dass 

a) Substrate eingesetzt werden, die eine von der naturlichen Verteilung 
abweichende Isotopenverteilung aufweisen oder teilweise oder volktandig 
isotopenmarkiert sind und 

b) niit Hilfe eines isotopenspezifischen Detektionssystems der Umsatz oder die 
relativen Verhaltnisse der pseudo-ExiBniiomdrt oder die Enantiomeien- 
iiberschusse quantitativ bestimmt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei als isotopenspezifisches Detektionssystem 
eine massenspektronoetrische lonisierungsmethode eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die quantitative Bestinunung fur 
eine Serie von Proben mit Hilfe eines Probenaufgaberoboters durchgefuhrt 
wird. 



4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Proben von einem oder mehreren 
Probeaufgaberobotem aus einer oder mehreren Mikrotiterplatten in ein oder 
mehrere Massenspektrometer transferiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 3 - 4, wobei als massenspeklrometrische 
lonisierungsmethode APQ (atmospheric pressure chemical ionization), CI 
(chemical ionization), EI (electron ionization), ESI (electrospray ionization), 
FAB (fast atom bombardment), FD (field desorption), PI (field ionization), 
ULBID (laser induced liquid beam ionization desorption), LSIMS (liquid 
secondary ion mass spectrometry), MALDI (matrix-assisted laser 
desorption/ionization), PB (particle beam), PD (plasma desorption), SIMS 
(secondary ion mass spectrometry), oder TSP (thermospray) oder eine 
Kombination solcher lonisierungsmethoden angewandt wird. 
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6. Verwendung des Verfahrens gemaB Anspriichen 1 - 5 zur AufFindung oder 
Optimierang von Katalysatoren, die ReaktionCT asymmetrisch katalysieren. 

7. Verwendung des Verfahrens gemaB Anspriichen 1 - 5 zur Auffindung von 
chiratai Agenzien, die in Reaktionen zur Anreicherung eines EnanUoraers 
filhren. 

8. Verwendung nach Anspruch 6 zur Auffindung von Katalysatoren fur die 
kinctische Racematspaltung von ADcoholen, Carbonsauren, Carbonsaure- 
estem, Aminen, Amiden. Olefinen, Alkinen, Phosphinen, Phosphoniten, 
Phosphiten, Phosphaten, Halogeniden, Oxiranen, Thiolen, Sulfiden, Sulfonen, 
Sulfoxiden, Sulfonamiden sowie deren Derivate. 

9. Verwendung nach Anspruch 6 zur Auffindung von chiralen Katalysatoren oder 
Agenzien fur die stereoselektive Umsetzung von prochiralen Verbindungen, 
deren enantiotope Gruppen eine oder mehrere funktionelle Gruppen aus den 
Substanzklassen der Alkohole, CarbonsSuren, Carbonsaureester, Amine, 
Amide, Olefine, Alkine, Phosphine, Phosphonite, Phosphite, Phosphate, 
Halogenide, Oxirane, Thiole, Sulfide, Sulfone, Sulfoxide oder Sulfonamide 
oder deren Derivate umfassen. 

10. Verwendung nach Anspruch 6 zur Auffindung von Biokatalysatoren fiir die 
stereoselektive Synthese. 

1 1. Verwendung nach Anspruch 10, wobei Biokatalysatoren Enzyme, AntikSiper, 
Proteine, Hormone, Phagen, Ribozyme, Peptide oder sonstige Biopolymere 
sein kbnnen. 

12. Verwendung nach Anspruch 6 zur Auffindung von chiralen homogenen 
Katalysatoren fur die stereoselektive Synthese. 

13. Verwendung nach Anspruch 6 zur Auffindung von chiralen Metallkomplexen 
fur die stereoselektive Synthese. 
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14. Verwendung nach Anspruch 6 zur Auffmdung von chiral modifizierten 
heterogenen Katalysatoren fur die stereoselektive Synthese. 



WO00/S8S04 



Schema] /3 



PCT/EPOO/02121 



FG FG* 
' I + = 



FG' FG' 

f + A + FG" + FG" 
3 4 5 6 



uv FG FG 
1 + a 



FG' FG' 

f + i + FG" 

r1^r2 r1^r2- 



c) 



FG FG* 



FG' FG* FG FG' 

+ S— / + FG" + FG" 

R R R 



10 

R 



11 

R 



5 6 



— rS * rS 



FG"* 



FG FG* 
12 



FG' FG* FG FG' 

13 14 5 6 



wo 00/58504 



Schema 2/3 



PCT/EP00/P2121 



Synthese der 
pset/cfo-Enantiomere 



enantioseiektive 
Umsetzung 



chirale Katalysatoren 
Oder Reagenzien 



Probenmanager 
furMikrotiterplatten 





wo 00/58504 



Schema 3/3 



PCT/EPOO/02121 



Synthese der 
pseutfo-Enanliomere 



enantioselektive 
Umsetzung 



Probenmanager fur 
Mlkrotiterplatten: 
Praparation der 
MALDI-Targels 




MALDi-MS 



PC und 
Auswertung 



chirale Katalysatoren 
Oder Reagenzien 



WO00/S8S04 



PCT/EPOO/02121 



1/5 



Abb. 1 



[15+Naf 



[16+Na] 



t I » I »f ' T» t r 1'^' " * f i I I'l I »'( 1 1 1't W ^i<i'i [ 'i' n i ' |i ml r4 



80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 

m /z — ► 



wo 00/58504 



PCT/EPOO/02121 



Abb. 2 



2/5 



30 % n 



t 



ee 



20 % - 



10%- 



10% 20% 
Umsatz — ► 



30% 



WO00/S8S04 



PCT/EPOO/02121 



3/5 



Abb. 3a 

100% 
80 % 

t 60% 

I 

40% 
20 % 



rel 







{25+Naf 




|25+NH,f 

\ 


[25+Kf 


■MIM>..|l |M.,, 


1 illiiiii|l'liin'iii|in.i I'MiAmi 



80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 



WO00/S8S04 



PCT/EPOO/02121 



4/5 



Abb. 3b 







(27+Nar 


[25+Na]* 






I26+Na]* 








^ 




'1 , .1 


i 


1' Li^iiliiikliiiJ 


iXuVislJ^ihWii 



m I z 



WO00/S8S04 



PCT/EPOO/02121 



5/5 



Abb. 4 



'lei 



100% 
80 % 1 
60% 
40 % 1 
20% 



(a) 



[28 Nar 



(29 + Naf 



[28 + K]* 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



lm*...«tl«iMl AppUeation No 

PCT/EP 00/02121 



A. CLASSIFICATION OF^SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12Q1/44 601N33/58 



According to intemationaJ PateiH Classiffcation <IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Mininiuni documentation searched (Classification system followed by dassificalion svntMlsl 

IPC 7 C12Q GOIN 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the Holds searched 



Electronic data base consulted during the intemationaJ search (name of data base and. where practical, search terms leSf 

WPI Data, BIOSIS, CHEM ABS Data, EPO-Internal 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * CHation of document, with indication, where appropriate, of the reievam passages 



Relevant to daim No. 



DATABASE CHEMICAL ABSTRACTS 'Online! 
AMERICAN CHEMICAL SOCIETY (VIA STN 
KARLSRUHE); 

Accession Number 1999:145438 CAPLUS, 

GUO, J. ET AL: "Measurement of 

enantiomeric excess by kinetic resolution 

and mass spectrometry" 

XP002141731 

abstract 

& "BOOK OF ABSTRACTS, 217TH ACS NATIONAL 
MEETING, ANAHEIM, CALIF. (21-25 MARCH 
1995)" , AMERICAN CHEMICAL SOCIETY , 
WASHINGTON, D.C. 

-/- 



1-14 



Px] Further documents are asted in the continuation of box C. 


[X^ Patent family members are listed m annex. 


* Speciat categories of cited documents : 

"A- document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

earlier document but published on or atter the intemational 
tiling date 

V document which may throw doubts on priority ciaimts) or 
which is cited to establish the pubiicalion data of another 
citation or other special reason (as specified) 

•0' document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

"P" document pubOshed prior to the intemational filing dale but 
later than the priority date claimed 


T" later documem published after the intemationai lUing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the prndfOo or theory underlying the 
invention 

"X- document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is lalcen alone 

"Y" document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such connbination being obvious to a person skilled 
. In the art. 

documenl member of the same patent family 


Date of the actual completion of the intemational search 


Date of mailing d the intemational search report 


4 July 2000 


20/07/2000 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVR^jk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo rt. 
Fax: (♦31-70) 340-3016 


Authorized officar 

Hart-Oavis, J 





INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



IM*. .^onal AppllMUen Ne 

PCT/EP 00/02121 



C^CoMinuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Cal8ga7' Citation ot document, with indleatk)n.wheieappraprMe,olttwi«lwanlpas8a^ 



RatevMlodainiNo. 



REETZ ET AL: "Creation of 
enantioselective biocatalysts for organic 
chemistry by in vitro evolution" 
ANGEWANDTE CHEMIE. INTERNATIONAL 
EDITION, DE.VERLAG CHEMIE. WEINHEIM, 
vol. 36, no. 24, 

1 January 1998 (1998-01-01), pages 
2830-2832, XP002087468 
ISSN: 0570-0833 
the whole document 

JAEGER K -E ET AL: "Microbial lipases 
form versatile tools for biotechnology" 
TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, NL. ELSEVIER, 
AMSTERDAM, 

vol. 16, no. 9, September 1998 (1998-09), 
pages 396-403, XP004173187 
ISSN: 0167-7799 
page 401; figure 5 

REETZ M T ET AL: "TIME-RESOLVED 
IR-THERHOGRAPHIC DETECTION AND SCREENING 
OF ENANTIOSELECTIVITY IN CATALYTIC 
REACTIONS" 

ANGEWANDTE CHEMIE. INTERNATIONAL 
EDITION, DE.VERLAG CHEMIE. WEINHEIM, 
vol. 37, no. 19, 1998, pages 2647-2650, 
XP000901132 
ISSN: 0570-0833 
the whole document 

WO 99 05288 A (JAEGER KARL ERICH 
{STUOIENGESELLSCHAFT KOHLE MBH (DE); ZONTA 
ALBIN) 4 February 1999 (1999-02-04) 
page 15, paragraph 3 -page 16, paragraph 2 

L E JANES, R J KAZLAUSKAS: "Quick E. A 
Fast Spectrophotometric Method To Measure 
the Enantioselectivlty of Hydrolases " 
JOURNAL OF ORGANIC CHEMISTRY, 
vol. 62, 1997, pages 4560-4561, 
XP002141728 

cited in the application 
the whole document 

L E JANES. C LOWENDAHL. R J KAZLAUSKAS: 

"Quantitative Screening of Hydrolase 

Libraries Using pH Indicators: Identifying 

Active and Enantioselective Hydrolases" 

CHEMISTRY - A EUROPEAN JOURNAL, 

vol. 4. no. 11. 1998, pages 2324-2331, 

XP002141729 

cited in the application 
the whole document 



1-14 



1-14 



1-14 



1-14 



1-14 



1-14 



Fem PCT/ISAaiO (ooninuaflan of ceeond ami) (JUy 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intel ..aiional Application No 

PCT/EP 00/02121 



C.(Contfngation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category " Citation ot document, with indication,where appropriate, ot the relevant passages 



Relevant to daim No. 



P.X 



P.X 



REETZ, MANFRED T. ET AL: "'A method for 
high-throughput screening of 
enantioselective catalysts" 
ANGEW. CHEM., INT. ED. (1999), 38(12), 
1758-1761 . 

XP002141730 
the whole document 

JAEGER KARL-ERICH; REETZ MANFRED T: 
"Directed evolution of enantioselective 
enzymes for organic chemistry" 
CURRENT OPINION IN CHEMICAL BIOLOGY, 
vol. 4, February 2000 (2000-02), pages 
68-73, XP000922816 
page 70; figure 2 

SO, M. P. ET AL: "Differentiation of 
enantiomers using matrix-assisted laser 
desorption/ionization mass spectrometry" 
RAPID COHMUN. MASS SPECTROM. (2000), 
14(8), 692-695 , 

XP000922962 
the whole document 



1-14 



1-14 



1-14 



Foon PCT/ISAC1 0 (cortfnuaHon of Mcond (July 1 99G) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



Intel ^lional Application No 

PCT/€P 00/02121 



Patent document 
cited in search report 



Pubication 



Patent lamlly 
member(s) 



Publcalion 



WO 990S288 



04-02-1999 



OE 
EP 



19731990 A 
1002100 A 



28-01-1999 
24-05-2000 



f omt PCT/ISAG10 Ipannt twiiy ann0X)-(Ju)y 1 992) 



internahonaler recherchenbericht 



Inte. .^onale$ AMenzeiclien 

PCT/EP 00/02121 



^»'{,'^^^'^f?4.''^ ANMELDUNQSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12Q1/44 G01N33/58 



Nach d8f Intamatlonalen PalenlHlaailllMtlen (IPK) Oder nadKtef natianalen KlassKkalion undder IPK 



B. RECHERCHSRTEGEBIETB 



RecheichienerMindeslprQIstoll (Klassilikationssyslein und Kbasillkatlonssyniboto I 

IPK 7 C12Q GOIN 



Recherchisne ab»r nicM zum MindeslpiOlstotI gehirende Voidffsmiictiungea sowsit diese unler die reehercMitsn Gtbiate laDwi 



Wih»n<d«rlfileiiBtional.nR«a«Hch^to«iS«^^ 

WPI Data. BIOSIS, CHEH ABS Data. EPO-Internal 



C. ALSWESENTUCHANGeseHEWE UNTERUGEN 



Kalegom' BazMMung der VafeRartlctiung. sowet arfontoilieh unter Angabe der in eatracM komnMndsn Teaa 



Belr. Anapiueh Nr. 



DATABASE CHEMICAL ABSTRACTS 'Online! 
AMERICAN CHEMICAL SOCIETY (VIA STN 
KARLSRUHE); 

Accession Number 1999:145438 CAPLUS 

GUO, J. ET AL: "Measurement of 

enantiomeric excess by kinetic resolution 

and mass spectrometry" 

XP002141731 

Zusammenfassung 

& "BOOK OF ABSTRACTS, 2inH ACS NATIONAL 
MEETING, ANAHEIM, CALIF. (21-25 MARCH 
1995)" , AMERICAN CHEMICAL SOCIETY , 
WASHINGTON, D.C. 

-/-- 



1-14 



II 



Y Welt«reVerM«ntlichungen8ir¥ld0rFort8et2uigvonFM 
' entnehmen 



Siehe Anhang PatentTamOle 



• Besondete Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen : 
•A" Verflflentllchung, die den altgemeinen Stand der Technik deNniert 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

■E- alteres Ookument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 

Anmeldedatum verdffentBcN worden ist 
1' Verotfentltehung, die geeignet ist. einen Priortlatsanspnjch zweileQiaft er- 
scheinen at iassea oder durch die das Veroffentltehungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffenaicruing belegt werden 
sou Oder die aus etnem anderen besonderen Qrund angegeben ist (wie 
ausgefuhit) " 
Verdftentlchung, die SKh aul eine mundlKhe Offenbarung. 
^ , eine Benuizung. eine AussteHung oder andere MaBnahmen bezieht 
■P" Verdffenttichung. die vor dem intennattonaien Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchlen Prioritfttsdaium verdflentlicht worden ist 



T" Spatere VeroWentlichung, die nach dem intematk>naien Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum ver6«en«icht worden ist und mit der 
AnmeWung ntcht koOkJiert, sondem nur zum Veretfindnls dea der 
Erflndung zugrundeiiegenden Prinzips oder der \iv zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist — » 

"X" Ver6ffentlk:hung von besonderer Bedeutung; die beanspmchte Erfindung 
kann allein autgnjnd dieser Verdflentlfchung nfcht als neu Oder auf 
erf inderischer Tfitigkeit benihend betrachtet werden 

"Y" Vero«entllchung von besonderer Bedeutung; die beanspwchte Erflndung 
kann nicht als auf ertinderischer TStlgkeit benihend betrachtet 
warden, wenn die Veroffentfichung mit einer Oder mehreren anderen 
VeroflentBchungen dieser Kategorie in Veibindung gebracht wird und 
dieee Verbindung lur einen Fachmann naheiiegend ist 

*&" Verdffentlichung, die Mitgiled derseben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der jntemathyialen ftocheiche 



4. Jull 2000 



Absendedatum dea intemattonalen Rechereher«Mric»its 



20/07/2000 



Name und Postanschrift der tntematwnaien Recherchenbehfirde 
Europ&isches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
r4L-2260HVRIjswgk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (♦31-70) 340-3016 



Bevoltmachtigter Bediensteter 

Hart-Davis, J 



Fomttttt PCT/lSA/21 0 (Bin 2) <Jul 1992) 



internahonaler recherchenbericht 



Intel ..^tionales AMenzetchen 

PCT/EP 00/02121 



C.(ForUetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERUGEN 



Kategorio* Bezeichnung der Verdttentlichung. sowelt ort orderlich unt«r Angabo oer in Betracht kommenden T0«e 



Betr. Anspruch Nr. 



REETZ ET AL: "Creation of 
enantioselectlve blocatalysts for organic 
chemistry by in vitro evolution" 
ANGEWANOTE CHEMIE. INTERNATIONAL 
EDITION, DE.VERLAG CHEMIE. WEINHEIN, 
Bd. 36, Nr. 24, 

1. Januar 1998 (1998-01-01), Seiten 
2830-2832, XP002087468 
ISSN: 0570-0833 
das ganze Dokument 

JAEGER K -E ET AL: "Microbial lipases 
form versatile tools for biotechnology" 
TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, NL, ELSEVIER, 
AMSTERDAM, 

Bd. 16, Nr. 9, September 1998 (1998-09), 
Seiten 396-403, XP004173187 
ISSN: 0167-7799 
Seite 401; Abbildung 5 

REETZ M T ET AL: "TIME-RESOLVED 
IR-THERMOGRAPHIC DETECTION AND SCREENING 
OF ENANTIOSELECTIVITY IN CATALYTIC 
REACTIONS" 

ANGEWANOTE CHEMIE. INTERNATIONAL 
EDIT I ON, DE.VERLAG CHEMIE. WEINHEIH, 
Bd. 37, Nr. 19, 1998, Seiten 2647-2650, 
XP000901132 
ISSN: 0570-0833 
das ganze Dokument 

WO 99 05288 A (JAEGER KARL ERICH 
;STUDIENGESELLSCHAFT KOHLE MBH (DE); ZONTA 
ALBIN) 4. Februar 1999 (1999-02-04) 
Seite 15, Absatz 3 -Seite 16, Absatz 2 

L E JANES, R J KAZLAUSKAS: "Quick E. A 
Fast Spectrophotometric Method To Measure 
the Enantioselectlvlty of Hydrolases " 
JOURNAL OF ORGANIC CHEMISTRY, 
Bd. 62, 1997, Seiten 4560-4561, 
XP002141728 

in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

L E JANES, C LOWENDAHL, R J KAZLAUSKAS: 

"Quantitative Screening of Hydrolase 

Libraries Using pH Indicators: Identifying 

Active and Enantioselectlve Hydrolases" ■ 

CHEMISTRY - A EUROPEAN JOURNAL, 

Bd. 4, Nr. 11, 1998, Seiten 2324-2331, 

XP002141729 

in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

-/- 



1-14 



1-14 



1-14 



1-14 



1-14 



1-14 



FonUM KT/I&W210 (fMuBifig von ebll 2) (Jul tM2) 



internahonaler re( 



ICHENBERICHT 



Inte. ..^tionales AMenzeichen 

PCT/EP 00/02121 



C.(Fort$etzung) ALS W£S£NTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN ' 
Kaiegorie^ I Bezaichnung der Vefoffemfichung. sowei) erforderlich umer Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



P.X 



REETZ, MANFRED T. ET AL: "A method for 

high-throughput screening of 

enanti ©selective catalysts" 

ANGEW. CHEM., INT. ED. 0999), 38(12), 

1758-1761 , 

XP002141730 
das ganze Dokument 

JAEGER KARL-ERICH; REETZ MANFRED T: 
"Directed evolution of enantioselective 
enzymes for organic chemistry" 
CURRENT OPINION IN CHEMICAL BIOLOGY, 
Bd. 4, Februar 2000 (2000-02), Seiten 
68-73, XP000922816 
Seite 70; Abblldung 2 

SO, M. P. ET AL: "Differentiation of 
enantiomers using matrix-assisted laser 
desorption/ionization mass spectrometry" 
RAPID COMMUN. MASS SPECTROH. (2000), 
14(8), 692-695 , 

XP000922962 
das ganze Dokument 



1-14 



1-14 



1-14 



Foimblrt PCT/ISA«io(FortMtjiing von Btett2) (Ji^ 1992) 



internahonaler recherchenbericht 

Angaben zu VeroHentlichungen. die zur seibenPatenttamiiie gehoren 



intei . ..iionales Aktenzeictwn 

PCT/tP 00/02121 



Im Recheichenbericht 
angefQhries Patenidokument 



Datum der 
VerOflenWchune 



Mitglied(er)dei 
PatenHamilie 



Datum der 
VerOHentichung 



WO 9905288 



04-02-1999 



DE 
EP 



19731990 A 
1002100 A 



28-01-1999 
24-05-2000 



PewtlMPCTilSWlBfA i t M ntPaM n ll M iilteXJulllWi) 



